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RESUMO

Particulas de exaustdo do diesel (PED) contribuem substancialmente para a toxicidade crénica
e aguda do material particulado inalado. A exposicdo a poluentes estd relacionada com o
aumento da ocorréncia de disturbios reprodutivos como reducdo da espermatogénese. Desta
forma, o presente trabalho objetivou caracterizar o efeito da exposi¢do as PED por meio do
processo de nebulizagdo sobre a espermatogénese de ratos Wistar adultos através de andlises
morfologicas e histomorfométricas dos testiculos. Vinte ratos Wistar adultos com 105 dias de
idade foram divididos em dois grupos (n=10): GT — Grupo teste exposto as particulas da
exaustdo do diesel; e GC — grupo controle. A exposicdo foi realizada por meio de dispositivo
de nebulizagdo pneumatica, durante 90 dias e apds a Ultima exposicdo os animais foram
anestesiados, eutanasiados e orquiectomizados. Os testiculos foram pesados e fixados com
solucdo Bouin, corados com Hematoxilina-Eosina e analisados por microscopia de luz. Os
resultados mostraram que os animais do GT apresentaram reducdo no peso testicular de 8,8%
e no peso corporal 6,2% com manutencdo do indice gonadossomatico. A proporgao
volumétrica dos compartimentos tubular e intertubular ndo foi afetada. Entretanto, o aumento
de 4,7% da razdo tubulo-epitélio no GT sugere comprometimento da funcao epitelial do
tubulo seminifero. Os comprimentos do tubulo seminifero por testiculo e o por grama de
testiculo diminuiram 54,0% e 50,0% respectivamente, comparados ao GC. As populacgdes
celulares por secéo transversal do tabulo seminifero no estddio 1 com base no método
morfologico apresentaram um aumento de 13,4% no numero corrigido de espermatides
arredondadas como para as células de Sertoli. A populacdo de células de Sertoli por testiculo
e por grama de testiculo mostrou uma reducdo significativa de 58,4% e 54,2%,
respectivamente. As frequéncias dos estadios 2, 3, 5 e 6 do ciclo do epitélio seminifero foram
diferentes no GT. A producdo espermatica diaria PED por grama de testiculo aumentou
56,8% enquanto a PED por testiculo foi de 60,7% menor nos animais expostos cronicamente
as particulas da exaustdo do diesel. Frente a esses resultados constata-se que a exposi¢éo as
DEP na concentracdo media estabelecida pela Organizacdo Mundial da Salde esta associada
com o comprometimento da producdo diéria de espermatozoides em ratos na idade adulta.
Além do mais, os dados biométricos, morfoldgicos e estereoldgicos indicam que as DEP
podem estar envolvidas em mecanismos que ativam mudancas na normalidade estrutural e

funcional testicular de ratos expostos.

Palavras-chaves: Espermatogénese. Poluicdo do ar. Material particulado



ABSTRACT

Diesel exhaust particles (DEP) contribute substantially to chronic and acute toxicity of
inhaled particulate matter. Studies have investigated the possibility that exposure to pollutants
may increase reproductive disorders such as spermatogenesis reduction. The present study
aimed to characterize the DEP exposure effect on seminiferous tubule and spermatogenesis of
adult rats through the nebulization process by morphological and histomorphometric testis
analyses. Twenty adult Wistar rats 105 days of age were randomly divided into two groups (n
= 10): GT — Tested group exposed to DEP and CG — non-exposed group. The animal
exposure was performed using pneumatic nebulization device for 90 consecutive days.
Twenty-four hours after the last treatment animals were anesthetized, euthanized and
orchiectomized. The testis were weighed and fixed in Bouin solution and stained with
Hematoxylin - Eosin and analyzed by light microscopy. In the GT animals presented
decreased testicular weight of 8.8% and testicular weight of 6.2% while the gonadossomatic
index did not change. The volume density of tubular and intertubular compartiments were not
affected by exposure. However, significant increase of 4.7% in the tubule-epithelium ratio in
GT suggests impairment of the compromised seminiferous epithelial function. The
seminiferous tubule length per testis and the seminiferous tubule length per gram of testis
significantly smaller 54.0% and 50.0% than the GC, respectively. Seminiferous epithelium
cells number per seminiferous tubule cross section at based on morphological method showed
increase of 3.4% in round spermatids and Sertoli cells. The Sertoli cells population per testis
and per gram of testicular tissue showed reduction of 58.4% and 54.2% respectively.
Frequency of stages 2, 3, 5 and 6 seminiferous tubules were different in GT group. The daily
sperm production per gram of testicular tissue was higher 56.8% while the sperm production
per testis was lower 60.7% in animals chronically exposed to diesel exhaust. These results
indicate that exposure to DEP at levels in similar mean concentration established by the
World Health Organization were associated with impairment of daily sperm production in
adulthood rats. Furthermore, the biometric, morphological and stereological data indicate that
DEP may be involved in the mechanisms that activate changes in normal mechanisms of testis

structure and function of exposed rats testis.

Keywords: Spermatogenesis. air pollution. particulate matter
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1 INTRODUCAO

Particulas de exaustdo do diesel (PED) sdo compostas por milhares de componentes
quimicos, incluindo 6xido de nitrogénio, compostos contendo dioxina e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (CLUNIES et al., 1996; BROUWER et al., 1995). De acordo com
Pope et al. (1995) e Sagai et al. (1996), as PED tém diversos efeitos nocivos sobre a salde
humana, tais como rinites alérgicas, asma e cancer. Os compostos quimicos presentes na
poluicdo atmosférica tém sido relacionados direta e indiretamente com desordens no trato
reprodutivo (MAISONET et al., 2004)

Estudos experimentais tém relatado interferéncia do material particulado proveniente
da combustao do diesel sobre os 6rgaos e processos reprodutivos em varias fases da vida do
individuo (HUANG et al., 2008; ONO et al., 2008; PIRES et al., 2011). Exposi¢des durante o
desenvolvimento do embrido reduzem o nimero de nascidos vivos, em decorréncia de maior
namero de falhas na implantagdo embrionaria (MOHALLEM et al., 2005; LICHTENFELS et
al., 2006). A exposicdo a poluentes esta relacionada com o aumento da ocorréncia de
distdrbios reprodutivos (MEHTA et al., 2003). A injecdo de PED em camundongos adultos
provoca supressdo da funcdo testicular com reducdo da producgdo diéaria de espermatozoides
(IZAWA et al., 2007). Alteragdes morfoldgicas testiculares tais como: edema intersticial,
degeneracdo dos tubulos seminiferos, descamacdo do epitélio germinativo, necrose e reducao
do nimero de espermatozoides tém sido observadas (YOSHIDA et al., 1999). Watanabe e
Oonuki (1999) relatam que exposicOes gestacionais a particulas geradas pela combustdo do
diesel podem provocar reducdo do numero de células de Sertoli e das células germinativas
com consequente queda na producdo diaria de espermatozoides na idade adulta. Além disso,
Fortoul et al. (2007) mostram que metais como o vanadio, que é produzido na combustdo
veicular, pode provocar altera¢@es estruturais nos tubulos seminiferos de camundongos.

A maioria dos estudos apresentam uma grande variedade de protocolos e
consequentemente divergéncias quanto as respostas biologicas, uma vez que 0 estagio de
desenvolvimento do organismo modelo utilizado e o préprio periodo de analise dos dados
apos a exposicdo podem causar variagOes nos efeitos observados. Dessa forma o presente
estudo caracterizou, em ratos adultos, os efeitos da exposicdo a concentragdo de 10ug/m? de
PED de acordo com a recomendacao da Organizacdo Mundial da Saude para estudos de longa

duracdo. Com base nos dados anteriormente citados, foram caracterizadas alteragGes
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morfoldgicas testiculares, densidade volumétrica dos compartimentos testiculares, processo

espermatogénico e producdo espermaética diaria.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MATERIAL PARTICULADO E PARTICULAS DA EXAUSTAO DO DIESEL

A United Nations Environment Programme/World Health Organization - UNEP/WHO
(UNEP., 1994) define material particulado (MP) em suspensdo como sendo o conjunto de
particulas soélidas e liquidas suspensas e dispersas no ar. Essas particulas variam em
composicdo quimica, tamanho e forma, pardmetros Opticos e caracteristicas elétricas. O
material particulado é classificado pelo diametro aerodindmico meédio das particulas: a)
particulas inalaveis grossas possuindo didmetro aerodindmico médio no intervalo de 2,5 a 10
um (MP25.10) e b) particulas finas ou respirdveis que sdo inferiores a 2,5 um (MP2s).
Recentemente o MP inferior a 2,5 um foi denominado de particulas quase-ultrafinas (MPo,25)
e ultrafinas (MPo.1) (MINGUILLON et al., 2008). As particulas inalaveis grossas (MP2s.10)
tém origem nos processos mecanicos, como ressuspensdo de poeira do solo, do sal marinho,
das cinzas de combustdo e das emissbGes biogénicas naturais (CEPA, 1999). Particulas
respirdveis (<MP2;5) podem ser geradas por processos de combustdo empregados no setor
industrial e da frota veicular, além de formacdo secundaria por meio de reacdes atmosféricas
de gases como, por exemplo, a formacdo de sulfatos a partir de dioxido de enxofre (SO2)
(FREITAS & SOLCI, 2009).

Estudos observacionais tém procurado mostrar, com resultados cada vez mais
significativos, efeitos de morbidade e mortalidade associados aos poluentes do ar (WHO,
2003; BRAGA et al., 2010).

Aumento em curto prazo nos niveis de MP esta associado com um aumento nas taxas
de mortalidade e morbidade (BELL et al., 2004). Em estudo de monitoramento da qualidade
do ar em sete grandes capitais do Brasil verificou-se um intervalo de concentragdes anuais
entre 28 - 7 ug/m® de MP2s, resultando em uma taxa de mortalidade de aproximadamente
13.000 6bitos por ano nas regides metropolitanas estudadas (MIRANDA et al., 2011),
enquanto os guias de qualidade do ar da Organizacdo Mundial da Salde estabelecem a
concentragdo média anual de MP25 abaixo de 10 pg/m® (WHO/AQG, 2006).

Particulas de exaustdo do diesel (PED) contribuem substancialmente para a toxicidade

crénica e aguda do MP inalado, sendo um importante componente do MP ambiental (U.S.
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EPA, 2002). Entre as particulas da queima de combustiveis fosseis, as emissfes produzidas
pela queima do diesel sdo as mais estudadas. S&o compostas por milhares de componentes
quimicos, incluindo, 6xido de nitrogénio, compostos contendo dioxina e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (CLUNIES et al., 1996; BROUWER et al., 1995).

Os compostos quimicos presentes na poluicdo atmosférica tém sido relacionados direta
e indiretamente com riscos para a salde humana enquanto exposi¢des agudas e crénicas ao
MP atmosférico e as PED foram relacionadas com desordens no trato reprodutivo. Estudos
epidemioldgicos de coorte tém indicado que a exposi¢do cronica ao MP é um fator de risco
provavel a formacdo de céancer de pulmdo, bem como um perigo potencial para o
desenvolvimento de outras doengas do trato respiratorio (POPE et al., 2002). Experiéncias
com animais tém permitido o estudo dos efeitos de exposicdo as PED, que, com a toxicologia
“in vitro", tem explicado a patogénese das doencas apos a exposi¢do. Exposi¢do cronica as
PED afeta animais de laboratério alterando a sobrevivéncia, a fungdo pulmonar, a inflamacéo,
a histopatologia, e a tendéncia ao desenvolvimento de cancer (NIKULA et al., 1995).

A deposicdo das particulas no pulmdo depende do seu diametro aerodinamico.
Segundo Kittelson (1998) as PED existem na atmosfera em um padrao trimodal com base no
tamanho e na massa ponderada das particulas durante as emissdes, nas quais a maior parte da
massa encontra-se no modo de acumulagdo com 0,05-1,0 um de didmetro. O modo grosseiro
(> 1,0 um de didmetro) contém cerca de 5-20% da massa das particulas, enquanto as
particulas ultrafinas que compdem o modo nuclear (< 0,05 um de diametro) sdo tipicamente
1-20% da massa das emissOes, representando, no entanto 90% do ndmero das particulas

emitidas (Figura 1).
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Figura 1: Esquema da distribuicdo do material particulado pelo didmetro aerodindmico da particula de
acordo com a massa ponderada e numero ponderado (adaptado de KITTELSON, 1998)
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As particulas finas que atingem as vias respiratérias inferiores podem causar
problemas respiratérios e mortes prematuras, ndo existindo mecanismos de expulsdo destes
poluentes. Enquanto que o particulado grosso tende a se acumular nas vias respiratorias
superiores e assim, pode ocorrer a expulsdo do mesmo (SALDIVA et al., 1992). Isto é
provavel porque, em compara¢do com as particulas maiores, as particulas ultrafinas possuem
maior numero de nanoparticulas, maior eficiéncia de deposicdo nas vias aéreas e maior
concentracdo por area de superficie. A maior concentracdo de componentes organicos induz
as respostas ao estresse oxidativo (LI et al., 2003). A capacidade de translocagcdo das
particulas ultrafinas, nos variaveis sitios de deposi¢do pulmonar, é particularmente relevante
na avaliagdo dos efeitos cardiovasculares causados pelo material particulado inalado (ELDER
& OBERDORSTER, 2006). Dessa forma, exposicdo a agentes poluentes pode ser definida
como “inalagdo toxicologica” em referéncia as rotas pelas quais 0s agentes toxicologicos
chegam até o pulmio, orgdos e tecidos distantes e “toxicologia do trato respiratério” em
referéncia as mudangas anormais no trato respiratorio, causados por agentes transportados

pelo ar e ocasionalmente pela corrente sanguinea (SCHULZ & MUHLE, 2000).

10.000
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2.2 TESTICULO E ESPERMATOGENESE

O testiculo dos mamiferos é um érgdo de forma oval ou arredondada, geralmente
localizado no escroto que possui fungbes exdcrina e enddcrina que pode ser dividido em dois
compartimentos principais: 0 compartimento intertubular ou intersticial, e o compartimento de
tubulos seminiferos (Figura 2) (RUSSELL et al., 1990). Encontra-se envolto pela tanica
albuginea, a qual é constituida de tecido conjuntivo fibroso e, em algumas espécies por
células contrateis (SETCHELL, 1991). Esta tanica é continua com trabéculas de tecido
conjuntivo formando os septos testiculares que convergem para o interior do testiculo no
sentido do mediastino testicular sendo a quantidade de tecido conjuntivo muito variavel em
diferentes espécies (RUSSELL et al.,, 1990a) bem como sua quantidade na regido do
mediastino testicular (FRANCA & RUSSEL, 1998; GONDINHO,1999; PAULA et al., 1999;
SILVA JR, 2000). Os elementos componentes do compartimento intertubular sdo as células
de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacgéo celular varidvel constituida
principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastdcitos (SETCHELL, 1991).

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto ao percentual dos
diferentes componentes deste compartimento (FAWCETT et al.,, 1973; FRANCA &
RUSSELL, 1998; GODINHO, 1999), a celula de Leydig é usualmente o tipo celular mais
frequente, podendo seu percentual nos testiculos de animais sexualmente maduros, no periodo
reprodutivo, variar de aproximadamente 1% em carneiros até cerca de 35% em capivaras
(FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA et al., 1999; HESS & FRANCA, 2007).
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Figura 2: Esquema representativo dos Compartimentos do Tubulo Seminifero: SG: espermatogonias;
pSC: Espermatocito primarios; rST: Espermétides Arredondadas; eST: espermatides alongadas e
Célula de Sertoli e Compartimento Intersticial: LC: Célula de Leydig; M: Macréfagos e BV: Vasos
Sanguineos (adaptado de SCHLATT, 1997)

Lumen /

Célula de Sertoli

Intersticio

As células de Leydig caracterizam-se morfologicamente pela grande quantidade de
reticulo endoplasmatico granular desenvolvido e mitocondrias com cristas tubulares
(RUSSELL et al., 1996). S&o especializadas na producéo de esteroides a partir do colesterol
como molécula base (BARDIN, 1996). Estes andrdgenos produzidos sdo principalmente a
testosterona e a diidrotestosterona os quais sdo responsaveis pela diferenciacdo do sistema
genital masculino e da genitalia externa na fase fetal (PELLINIEMI et al., 1996). Séo
sintetizados sob o estimulo do horménio luteinizante (LH) por meio de receptores para
andrdégenos presentes na membrana das células somaticas intersticiais, tubulares e da prépria
célula de Leydig (SCHLATT et al., 1997). Sao responsaveis ainda, pelo aparecimento dos
caracteres sexuais secundarios e a manutencdo quantitativa das células germinativas a partir

da puberdade (SHARPE, 1994), com auxilio do horménio foliculo-esrtimulante (FSH) na
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iniciacdo e manutencdo da espermatogénese (RUSSELL et al., 1993; PLANT &
MARSHALL, 2001).

Durante o desenvolvimento testicular diversos fatores, desempenham papel importante
na proliferacdo e diferenciacdo das células de Leydig, podendo ser citados dentre eles IGF-I,
TGFa, TGFB, LH e HCG, hormonios tireoidianos e citocinas produzidas pelos macrofagos
(MENDIS-HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001).

O compartimento dos tubulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo,
ocupando, na grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular
(FRANCA & RUSSELL, 1998; HESS & FRANCA, 2007). O epitélio do tdbulo seminifero
apresenta dois tipos celulares de origem embrioldgica diferentes, sendo as células da linhagem
germinativas de origem do epiblasto, enquanto que as células de Sertoli sdo de origem
celomatica (KARL & CAPEL, 1998). Os tubulos seminiferos apresentam em sua divisdo,
uma porcdo intermediaria bem desenvolvida chamada de tubulo contorcido e duas menores
periféricas chamadas de tubulos retos que conectam em sequéncia a rede testicular no
mediastino. Esta por sua vez continua com os ductos deferentes que desembocam no ducto
epididimario (AMANN, 1981a; ILIO & HESS, 1994).

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento) dos
tibulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Franga & Russell, 1998). No
camundongo e no rato, existem aproximadamente 20 tdbulos seminiferos por testiculo,
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo (BASCOM &
OSTRUD, 1925, SCHETELL et al., 1991). Enquanto no suino doméstico existem de varias
centenas a alguns poucos milhares de tabulos seminiferos por testiculo e aproximadamente
3000 metros de tubulos no total (FRANCA & RUSSELL, 1998).

De maneira geral, o valor observado para o diametro tubular na grande maioria das
espécies de mamiferos estd em torno de 180 um a 300 pum, enquanto se observa de 10 a 15
metros de tdbulos seminiferos por grama de testiculo (FRANCA & RUSSELL, 1998;
ROOSEN-RUNGE, 1977). Os tubulos seminiferos ndo apresentam vascularizagdo ou
inervacdo e sdo constituidos de tunica prépria, epitélio e lume. A tdnica propria reveste
externamente o epitélio seminifero, sendo constituida por células midides ou peritubulares
além de elementos acelulares (fibras coldgenas e membrana basal) que juntos formam a
membrana limitante do tubulo seminifero (RUSSELL et al., 1990a, DYM, 1994). As celulas
midides sdo contrateis, sendo consideradas responsaveis pela movimentacdo e propulsdo de
espermatozoides do lume (KARL & CAPEL, 1998; CAPEL, 2000). As células mioides e as
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células de Sertoli sdo responsaveis pela sintese da membrana basal que d& suporte estrutural
tanto para a propria célula de Sertoli quanto para as células germinativas presentes no
compartimento basal do tubulo seminifero (DYM, 1994). O lume tubular de animais
sexualmente maduros contém o fluido secretado pelas células de Sertoli bem como

espermatozoides recém-espermiados (SCHETELL, 1991).

A espermatogénese consiste em um processo ciclico altamente organizado que ocorre
nos tdbulos seminiferos, onde as espermatogbnias diploides se diferenciam em
espermatozoides. Este processo € altamente complexo e bem organizado que ocorre nos
tubulos seminiferos durando cerca de 30 a 78 dias nos mamiferos (FRANCA & RUSSELL,
1998; FRANCA et al., 1998; HESS & FRANCA, 2007).

Com base em caracteristicas morfoldgicas e funcionais, 0 processo espermatogénico
pode ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogdnias passam por sucessivas e rapidas divisdes mitdticas; (b) fase meidtica ou
espermatocitaria, onde o material genético é duplicado, recombinado e segregado, sendo esta
fase muito importante para a variabilidade genética entre membros da mesma espécie; e ()
fase de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual células haploides formadas se transformam
em células altamente especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os
ovocitos (RUSSELL et al.,, 1990; SHARPE, 1994). A espermatogénese tem inicio com
sucessivas divisdes mitdticas da espermatogbnia tronco antes de se tornar espermatocito. Em
seguida cada espermatdcito passa por duas divisdes meidticas e formam espermatides. Em
ratos e camundongos, em geral, cada espermatog6nia tronco se divide nove vezes podendo
forma 4100 espermatozoides (RUSSELL et al., 1990a).

Em animais de laboratério com espermatogénese bem estabelecida, as
espermatogdnias podem ser classificadas em duas categorias basicas de acordo com a
presenca e distribuicdo da heterocromatina: espermatog6nias indiferenciadas ou imaturas e
diferenciadas ou maduras (DE ROOIJ & RUSSELL, 2000; CHIARINI-GARCIA &
RUSSELL, 2001). A primeira categoria pertencem as espermatogdnias isoladas (Ais),
pareadas (Apr) e alinhadas (Aal), sendo as isoladas consideradas funcionalmente como
espermatog0nias tronco. As espermatogonias indiferenciadas estdo localizadas em regides
especificas do epitélio seminifero denominadas de nichos (CHIARINI-GARCIA &
RUSSELL, 2001; CHIARINI-GARCIA et al., 2001; RYU et al., 2006). A segunda categoria
compreende espermatogbnias do tipo A (Al-A4 em vaérias espécies de mamiferos),

intermediérias (In) e do tipo B, comprometidas com a formacdo dos espermatozoides. A
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disposicdo da cromatina nuclear é frequentemente utilizada como principal referéncia para se
distinguir os diferentes tipos espermatogoniais, uma vez que a quantidade de cromatina
associada ao envoltorio nuclear aumenta gradativamente da espermatogénia do tipo A isolada
até a do tipo B (CHIARINI-GARCIA & RUSSELL, 2001). O esquema a seguir ilustra a
provavel sequéncia das células espermatogénicas em ratos e camundongos, desde a
espermatog6nia isolada (Ais) até a formacao de espermatides: Ais — Apr — Aal(1-4) — Al
— A2 - A3 - A4 — In — B — espermatocitos primarios — espermatocitos
secundarios — espermatides.

Existem consideraveis diferencas em relagdo ao numero de geracbes de
espermatog6nias diferenciadas em mamiferos. No entanto, nas diversas espécies de
mamiferos investigadas, este nimero ndo ultrapassa seis geracoes (FRANCA & RUSSELL,
1998; DE ROOIJ & RUSSELL, 2000).

2.3 CELULAS DE SERTOLI

O tipo celular mais abundante no tabulo seminifero até o inicio da puberdade € a
célula de Sertoli, no entanto a partir desse estagio sua populacdo permanece relativamente
estavel por toda vida (RUSSELL et al., 1990). A populacdo de células de Sertoli nos
testiculos de mamiferos sexualmente maduros, estdo completamente diferenciadas. A
consideravel variacdo morfologica e estrutural da célula de Sertoli durante o ciclo do epitélio
seminifero (CES) demonstra o alto grau de plasticidade desta célula mediante as alteracdes
morfolégicas e funcionais que ocorrem nas células germinativas, recebendo dessa forma,
denominagdes como célula de suporte, célula de sustentacdo, célula ramificada e nurse cell
(FRANCA et al., 1993; YE et al., 1993; FRANCA & HESS, 2005).

As células de Sertoli possuem nucleo com grande nucléolo tripartido visivel ao
microscopio optico com massas de heterocromatina associadas se estendendo da lamina basal
até o lume do tubulo seminifero (RUSSELL et al., 1990). Basolateralmente a célula de Sertoli
apresenta juncOes oclusivas (tight junctions) formando a barreira (Hematotesticular ou
Barreira de célula de Sertoli) composta por dois compartimentos permanentes denominados
de compartimentos basal e adluminal, existindo ainda um transitorio chamado de
compartimento intermediario (RUSSELL et al., 1990a). Dessa forma, o compartimento
adluminal esta totalmente sob controle das células de Sertoli, propiciando um microambiente

imunoprivilegiado, condicdo indispensavel ao desenvolvimento do processo espermatogénico
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(RUSSELL et al.,, 1990a; SETCHELL, 1991; SHARPE, 1994). Além de promover a
compartimentalizagdo do tubulo seminifero, estas células desempenham outras fungdes tais
como nutri¢do, suporte fisico para as células germinativas em desenvolvimento, manutencéo
da integridade do epitélio seminifero, secrecdo de fluido lumial, secrecdo de fatores de
crescimento e de proteinas, participacdo na espermiacdo liberando as espermatides no lume
tubular, fagocitose de células germinativas em degeneracdo e excesso de citoplasma (corpo
residual) apds liberacdo das espermatides, além de esteroidogénese e metabolismo de
esteroides (CARREAU et al., 1999; HESS, 2000). As células de Sertoli ainda séo alvo de
horménios, mediando a agdo do FSH e da testosterona na espermatogénese, provavelmente de
maneira ciclica (RUSSELL et al., 1990a; FRANCA & RUSSEL, 1998).

O fluido testicular secretado pelas células de Sertoli em dire¢do ao lume tubular possui
substancias importantes para a funcdo epididimaria e maturacdo espermatica, servindo
também de veiculo para o transporte dos espermatozoides (ILIO & HESS, 1994). A secre¢do
do fluido testicular também ocorre em direcdo ao compartimento intersticial participando de
mecanismos de regulacdo paracrina de outros tipos celulares do testiculo como células
mioides, células de Leydig e células musculares lisas dos vasos (SHARPE, 1994; FRANCA
& RUSSELL, 1998; HESS E FRANCA, 2007).

Durante o processo espermatogénico as células de Sertoli interagem com as células
germinativas de forma bastante complexa, tanto fisica quanto bioquimicamente. Além das
juncbes de oclusdo as células de Sertoli conectam-se com a lamina basal e com as células
germinativas por meio de especializacdes ectoplasmaticas e complexos tubulo-tubulares tais
como juncOes aderentes (hemidesmossomos e desmossomos) e jungdes comunicantes (gap
junctions) (CHENG & MRURK, 2002). E bastante evidente a necessidade da interacdo das
células germinativas com 0s componentes somaticos do testiculo principalmente células de
Sertoli, células de Leydig e células mioides para que 0 processo espermatogénico transcorra
de forma normal e eficiente (RUSSELL et al., 1994; GRISWOLD, 1995; FRANCA &
RUSSELL, 1998).

24CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO (CSE) E DURACAO DA
ESPERMATOGENESE

Nos tabulos seminiferos de animais sexualmente maduros as células germinativas ndo

estdo organizadas ao acaso e sim em associa¢fes celulares caracteristicas denominadas de
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estadios, os quais se sucedem com o tempo de maneira bastante ordenada, formando o ciclo
do epitélio seminifero (CES) (RUSSELL et al., 1990a; FRANCA, 1991; GONDINHO, 1999).
Na grande maioria dos mamiferos estudados, exceto alguns primatas, dentre eles 0 homem, o
arranjo dos estadios do epitélio seminifero € segmentar e geralmente apenas um estadio é
observado por seccdo transversal de tubulo seminifero (SHARPE, 1994). Em uma
determinada &rea de tUbulo seminifero, a sequéncia de eventos que ocorre entre o
desaparecimento de uma determinada associacdo celular até o seu reaparecimento caracteriza
0 ciclo do epitélio seminifero (ROOSEN-RUGEN & GIESEL, 1950; LEBRLOND &
CLERMONT, 1952; CLERMONT, 1972, FRANCA, 1991). Cerca de 4 ciclos e meio s&o
necessarios para que 0 processo espermatogénico se complete em mamiferos, ou seja, desde
uma espermatogdnia do tipo Ais até a liberacdo dos espermatozoides no lume tubular
(AMANN & SCHANBACHER, 1983).

Os estadios do CES podem ser classificados pelo método da morfologia tubular que
estabelece 8 estadios do ciclo baseado na forma e localizacdo das espermatides, presenca de
figuras de divisdo meidtica e no arranjo das espermatides no epitélio seminifero
(BERNDTSON, 1977; FRANCA & RUSSELL, 1998) e pelo método do sistema acrossémico
que tem como referéncia o desenvolvimento do acrossomo e na morfologia dos nucleos das
espermatides (LEBLOND & CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990). Este método
divide os estadios de forma arbitraria variando para cada espécie entre 6 e 14 estagios (AIRE
et al., 1980, RUSSELL et al., 1990; FRANCA & RUSSELL, 1998; COSTA et al., 2008). A

Figura 3 ilustra os 8 estadios do ciclo do epitélio seminifero em jaguatirica.
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Figura 3: Montagem fotografica dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero em jaguatirica
(Leopardus pardalis). Espermatogbnia (SPTG); espermatogbnia A (SPTGA); espermatogbnia B
(SPTGB); célula de Sertoli (S); espermatdcito em pré-leptéteno/ leptdteno (PL/L); leptoteno (L);
zigéteno (Z); paquiteno (P); dipl6teno (D); espermaétide arredondada (Ar); espermatide em
alongamento/ alongada (Al). (CASTRO, 2012)
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A duracgdo do CES ¢ considerada uma constante bioldgica espécie-especifica que esta
sob o controle do gendtipo da célula germinativa (FRANCA et al., 1998). Para o célculo da
duracdo do ciclo do epitélio seminifero utiliza-se 0 método de injecdo de timidina triciada
(FRANGCA, 1991; PAULA, 1991; GUIAO-LEITE et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007)
ou bromodeoxiuridina (BrdU) (BALARINI et al.,, 2011). No momento da injecdo o
radioisétopo € incorporado ao DNA em replicacdo de células em interfase nos tipos
espermatogoniais, encontradas nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, e em
espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptéteno, sendo estes o Gltimo tipo celular a
incorporar marcadores (timidina triciada ou BrdU) em seu ndcleo. A associacdo entre as
frequéncias relativas dos diferentes estadios do CES e pré-leptéteno/leptéteno marcados sdo

pontos de referéncia para a determinacgdo do célculo da duracdo do CES, em associacdo com a



25

frequéncia dos estadios percorridos ap6s diferentes tempos de injecdo (CLERMONT, 1972;
FRANCA & CARDOSO, 1998; FRANCA et al., 1998a; GODINHO, 1999). Sendo, portanto,
possivel determinar a taxa de producdo espermatica com base no conhecimento dos estadios
que compdem o CES em conjunto com a analise histomorfomeétrica do testiculo (AMANN &
SCHANBASCHER, 1983; FRANCA, 1991).

2.5 QUANTIFICACAO DA ESPERMATOGENESE

Na quantificagdo da espermatogénese, € fundamental o conhecimento do CES, a
caracterizacdo dos estadios que o compdem, a determinacdo da frequéncia destes estadios,
bem como o célculo da duracdo dos eventos espermatogénicos. Este Ultimo parametro €, alis,
essencial para se determinar a producdo espermatica didria de qualquer espécie ou raca.
Normalmente existe correlagdo positiva entre o diametro tubular e a atividade
espermatogénica do testiculo (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A andlise da morfofisiologia testicular, especialmente daqueles aspectos relacionados
com a atividade espermatogénica, é fundamental para propiciar uma visdo dos efeitos de uma
determinada substancia sobre a funcdo reprodutiva da espécie. De acordo com Amann &
Schanbacher (1983), a biometria testicular deve ser parte integrante de qualquer exame
androlégico ou de experimentos que envolvam a funcdo reprodutiva masculina,
possibilitando, assim, a verificacdo da normalidade dos testiculos e o estabelecimento do
potencial de producdo de espermatozoides, dentre outros parametros. A obtencdo da
proporcdo volumétrica entre os diversos componentes do testiculo e do epitélio seminifero,
também fornece importantes dados para se avaliar a funcdo testicular (RUSSELL et al.,
1990b; FRANCA, 1991).

Estudos tém mostrado que o nimero de células de Sertoli por testiculo é o principal
fator na determinagdo da producdo espermatica e do tamanho do testiculo (FRANCA et al.,
1995; ROCHA et al., 1999; MIRANDA, 2002; FRANCA & HESS, 2005). Tal pressuposto
baseia-se no fato de que as células de Sertoli ttm uma capacidade de suporte de células
germinativas relativamente fixa para cada espécie, e que a populacdo deste tipo celular
mantém-se estavel apos a puberdade (ORTH, 1982; ORTH et al., 1988; FRANCA &
RUSSELL, 1998), ndo havendo alteragdo no seu nimero ao longo dos estadios do CES
(ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950; WING & CHRISTENSEN, 1982; FRANCA, 1991,

NEVES et al., 2002). Desta forma, o nimero de células germinativas suportadas por uma
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Unica célula de Sertoli é a melhor indicacdo da eficiéncia funcional da célula de Sertoli e da
producdo espermatica (RUSSELL & PETERSON, 1984; SINHA-HIKIM et al., 1989;
FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA & HESS, 2005).

Em termos de eficiéncia da producdo espermatica por unidade de area de tdbulo
seminifero, o indice mais importante € o nimero de espermatides por célula de Sertoli
(RUSSELL & PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL, 1998). A producdo espermética
diaria por grama de testiculo, que depende da estimativa prévia da duracdo da
espermatogénese, € uma abordagem bastante eficaz para se medir a eficiéncia
espermatogénica, sendo bastante Util nas comparacdes entre diferentes espécies.

A alta eficiéncia da espermatogénese observada em determinadas espécies de
mamiferos € decorrente principalmente do alto numero de células de Sertoli por grama de
testiculo e alta capacidade de suporte das células de Sertoli, alto percentual de tabulos
seminiferos no testiculo, maior nimero de geracfes de espermatogbnias, baixa perda de
celulas durante a espermatogénese e curta duracéo do ciclo do epitélio seminifero (FRANCA
& RUSSELL, 1998; JOHNSON et al., 2000; FRANCA & HESS, 2005). Dessa forma, o
estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero em sec¢des transversais de
tibulos seminiferos é essencial para o entendimento do processo espermatogénico em si,
possibilitando valiosas correlacdes com achados fisiologicos e bioquimicos (RUSSELL et al.,
1990b). Este estudo permite, ainda, um entendimento mais completo da espermatogénese e
também de como a estrutura testicular se comporta em condi¢des experimentais e patoldgicas
(FRANCA et al., 1993).

Portanto, além de permitir a determinacdo do rendimento intrinseco da
espermatogénese (FRANCA et al., 1988), a avaliacdo histoldgica quantitativa dos testiculos
torna também possivel a verificacdo de normalidade ou ndo da espermatogénese, a observacao
do tipo celular que esta sofrendo degeneracdo, ou mesmo se ocorre degeneracdo em condicdes
fisioldgicas ou experimentais (CLERMONT & MORGENTALER, 1955; RUSSELL et al.,
1990b; FRANCA et al., 1994).

Para avaliacdo da producdo espermatica diaria, varios métodos podem ser utilizados
(BERNDTSON, 1977), entre eles o método histolégico ou histométrico descrito por Amann
& Almquist (1962) amplamente empregado no Laboratorio de Morfometria do Departamento
de Anatomia-UFPE por propiciar resultados tdo acurados quanto aqueles obtidos com
metodologias mais tradicionais, tais como o método hemocitométrico e a quantificacdo
através de canulacdo dos ductulos eferentes (AMANN & ALMQUIST, 1962).
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2.6 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DO MATERIAL PARTICULADO

De acordo com a WHO (2005a), dados epidemiologicos tém mostrado que a
exposicdo humana a poluicdo gerada pelos veiculos tem resultado em aumento na incidéncia
de cardiopatias, doencas respiratorias, aumento da resposta inflamatoria, mudangas na
regulacdo do sistema nervoso autbnomo e efeitos na salde reprodutiva. Devido a
suscetibilidade a agentes toxicologicos durante as fases embrionaria e neonatal, a saude
feminina recebeu grande atengdo inicialmente (Pereira et al., 2004). Exposicdo durante o
periodo gestacional a poluicdo atmosférica ambiental aumentou a incidéncia de falhas na
implantacdo embrionaria e menor ndmero de nascidos vivos em fémeas de camundongo
(MOHALLEM et al., 2005).

Os estudos experimentais desenvolvidos por Ritz et al. (2011) demonstraram que
ninhadas da geracdo F1 de ratas expostas a particulas de exaustdo do diesel apresentaram uma
reducao no peso corporal durante a lactacdo e reducdo nas taxas de crescimento. Lichtenfels et
al. (2006) mostraram que a proporcao de sexo no nascimento foi significativamente diferente
nos grupos expostos a poluicdo, com reducdo no numero de filhotes machos no grupo exposto
a exaustdo ndo filtrada. Rosa et al. (2003) também relataram que a exposi¢do ocupacional e
sazonal a poluicdo gerada pelo trafego também tem afetado a salude reprodutiva masculina
reduzindo a qualidade do sémen, com consequente prejuizo a fertilidade entre homens jovens.
De acordo com estudo experimental desenvolvido por Koivisto et al (1998), compostos
toxicos inalaveis como o 1,3-butadieno derivado de fontes moveis e da industria petroquimica
apresentam danos a reproducdo podendo alterar o DNA de camundongos.

Huang et al. (2008) relatam que animais expostos a particulas de exaustdo de
motocicletas diluidas 1:10 durante 4 semanas apresentaram diminuicdo no peso corporal e
reducdo de peso relativo do testiculo, sem efeitos no peso do epididimo. Os tabulos
seminiferos apresentavam-se atrofiados, com auséncia de espermatides alongadas, diminuigéo
dos espermatocitos e presenca de células gigantes multinucleadas no epitélio seminifero
severamente danificado. As analises morfoldgicas realizadas por Kubo-Ire et al. (2005) tém
mostrado alta incidéncia de anormalidades espermaticas em homens inférteis, enquanto
Lichtenfels et al. (2006) demonstraram experimentalmente uma reducdo na contagem de
espermatozoides, niumero de células germinativas e espermatides alongadas no testiculo de
camundongos em relacdo ao grupo exposto a exaustdo filtrada.

Exposicdo pos-natal de ratos Wistar a exaustdo do diesel apresentou reducdo no

numero de espermatides em fases 18 e 19 de desenvolvimento do sistema acrossdmico em
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tubulos seminiferos em estagios VI, VII e VIII; reducdo no nimero de espermatogdnias e
espermatdcitos em paquiteno em tabulos seminiferos em estagio Il —I1I; redu¢do no nimero
de espermatog6nias nos tubulos seminiferos em estagio XIlI e espermatdcitos em paquiteno
em tdbulos seminiferos em estagio VII além de reducdo do numero de espermatdcitos em
zigoteno (WATANABE & OONUKI, 1999).

Segundo Yoshida (1999), os tubulos seminiferos de camundongos expostos a exaustdo
de PED em concentracdes de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/m? apresentaram alteracbes degenerativas e
necroticas, descamacao do epitélio seminifero e perda de espermatozoides, além de células de
Leydig com caracteristicas degenerativas tais como aumento da densidade das goticulas
lipidicas e presenca de lisossomos secundarios.

Watanabe & Oonuki, (1999); Watanabe, (2005) alegam que as células de Leydig e
Sertoli dos grupos expostos a exaustdo do diesel ndo apresentaram mudancas histopatologicas
notaveis. A producdo espermatica por grama de testiculo apresentou uma reducao nos grupos
expostos as PED (1,71 mg/m® e 0,17 mg/m®), bem como um aumento na razdo célula de
Sertoli/espermatogonias, célula de Sertoli/espermatocitos  (paquiteno), célula de

Sertoli/espermatides quando comparados com o grupo controle (WATANABE, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar a acao das particulas da exaustdo do diesel (PED) no testiculo de ratos

Wistar adultos expostos ao processo de nebulizacdo pneumatica.

3.2 ESPECIFICOS

Verificar a influéncia da exposicdo as PED no desenvolvimento corporeo,
testicular e indice gonadossomatico por meio de medidas de peso;

Analisar a morfometria macro e microscopica dos testiculos, incluindo proporcées
volumeétricas entre componentes do parénquima testicular, diametro tubular, altura
do epitélio e comprimento total dos tubulos seminiferos;

Determinar o ndmero de células do epitélio seminifero (células de Sertoli,
espermatogonias, espermatocitos, espermatides arredondadas e alongadas) em
secges transversais de tUbulo seminifero em estaddio | do ciclo do epitélio
seminifero;

Avaliar a frequéncia dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero pelo método
da morfologia tubular;

Determinar as relacdes quantitativas entre células da linhagem espermatogénica e
celulas de Sertoli;

Calcular a producao espermatica diaria através do método histométrico (histologia

quantitativa do testiculo);
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RESUMO

Estudos vem investigando a possibilidade de que a exposicdo as particulas da exaustdo do
Diesel (DEP) estdo envolvidas com o aumento de distdrbios reprodutivos como a reducéo da
espermatogénese. Desta forma, o presente trabalho objetivou caracterizar o efeito da
exposicdo as DEP sobre a espermatogénese de ratos Wistar adultos. Animais foram
aleatoriamente divididos em: - Grupo teste exposto as particulas da exaustdo do diesel GT e
grupo controle GC. A exposicdo foi realizada com dispositivo de nebulizacdo pneumatico
associado as camaras de exposicdo individualizadas durante 90 dias consecutivos. Os animais
do GT apresentaram reducdo dos pesos corporal e testicular enquanto o indice
gonadossomatico permaneceu normal. A proporcdo volumétrica dos compartimentos tubular e
intertubular ndo foram afetados. Entretanto, o aumento significativo da razéo tubulo-epitélio
no GT sugere comprometimento da funcéo epitelial do tabulo seminifero. Os comprimentos
do tubulo seminifero por testiculo e o por grama de testiculo diminuiram significativamente
guando comparados ao GC. As populacdes celulares e o didmetro celular por secéo
transversal do tabulo seminifero no estadio 1 com base no método morfoldgico mostraram
diferencas significativas na populacdo de espermatides arredondadas e reducdo significativa
da populacdo de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo. A frequéncia dos
tibulos seminiferos nos estagios 2, 3, 5 e 6 foi diferente no grupo GT. A producdo
espermatica diaria (PED) por grama de testiculo aumentou enquanto a PED por testiculo foi
menor nos animais expostos cronicamente as particulas da exaustdo do diesel. Esses
resultados indicam que a exposicdo ao DEP na concentracdo média estabelecida pela
Organizacdo Mundial da Saude esta associada com o comprometimento da producéo diaria de
espermatozoides em ratos na idade adulta. Além do mais, os dados biométricos, morfoldgicos
e estereologicos indicam que as DEP podem estar envolvidas em mecanismos que ativam

mudancas na normalidade estrutural e funcional testicular de ratos expostos.
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ABSTRACT

Studies have investigated the possibility that exposure to Diesel exhaust particles (DEP) may
increase reproductive disorders such as spermatogenesis reduction. This work characterizes
the DEP exposure effects on spermatogenesis adulthood rats. Animals were randomly divided
into: GT - exposed group and CG — non-exposed group. The exposure system was performed
as a pneumatic nebulization device coupled to 10 usual rat chambers lasting 90 days. In the
GT animals presented decreased testis and body weight while the gonadossomatic index did
not change. In the GT animals presented decreased testis and body weight while the
gonadossomatic index did not change.In the GT animals presented decreased testis and body
weight while the gonadossomatic index did not change. The volume density of tubular and
intertubular compartiments were not affected by exposure. Significant increase of
seminiferous- tubule epithelium ratio In the GT suggests compromised seminiferous epithelial
function. The seminiferous tubule length per testis and the seminiferous tubule length per
gram of testis significantly smaller than than the GC. Seminiferous epithelium cells number
and diameter per seminiferous tubule cross section at stage 1 based on morphological method
showed significant differences in Sertoli cell round spermatids. Sertoli cells population per
testis and per gram of testicular tissue was lower. Frequency of stages 2, 3, 5 and 6
seminiferous tubules were different in GDEP group. The daily sperm production per gram of
testicular tissue was higher while the sperm production per testis was lower in the GT
animals. These results indicate that exposure to DEP at levels in similar mean concentration
established by the World Health Organization were associated with impairment of daily
sperm production in adulthood rats. Furthermore, the biometric, morphological and
stereological data indicate that DEP may be involved in the mechanisms that activate changes

in normal mechanisms of testis structure and function of exposed rats testis.
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INTRODUCAO

Em relatério recente do estado global do ar (SOGA/2017), a poluicdo do ar é
claramente reconhecida como um dos fatores de maior importancia para a saude humana
mundial (HEALTH EFFECTS INSTITUTE, 2017). As principais fontes de poluicdo sao
geradas através do trafego de veiculos por grandes empresas, industrias siderdrgicas,
combustdo de biomassa em incéndios florestais e queima de lenha, esses fatores compdem
uma parcela importante dos agentes poluidores, mostrando que a poluicdo nédo esta restrita aos

grandes centros urbanos (ARBEX et al., 2004).

A composicdo da poluicdo atmosférica nos maiores centros mundiais tem contribuicao
majoritaria do material particulado da exaustdo de motores movidos a diesel DE (KELLY;
FUSSELL, 2015). A DE é uma mistura complexa de substancias quimicas provenientes da
combustdo incompleta do 6leo que podem ser encontradas nos estados sélidos, liquidos ou
gasosos. O tipo de motor, combustivel, 6leo e operacdes realizadas sao alguns dos fatores que

podem afetar a composicdo da DE (DEBIA et al., 2017).

A acdo do material particulado nos sistemas biolGgicos estd relacionado a sua
classificacdo de acordo com o seu diametro aerodinamico (GHIO et al., 2002). As dimensdes
das particulas se estendem de 0,1 um (particulas ultrafinas), as particulas com didmetro menor
que 2,5 um (PM_5) consideradas particulas finas e aquelas com diametro compreendido entre
2,5 e 10 um classificadas como particulas grossas (PMio) (ENVIRONMENTAL

PROTECTION AGENCY, 2013).

As DEP pertencem a classe de particulas inalaveis com diametros inferiores a 2,5 um
MP 5 e de um modo geral a maior parte das particulas presentes tem didmetros aerodindmicos
na faixa de 0.1 a 0.25 (LEEM; JANG, 2014). Particulas maiores que 10 um ficam depositadas

nas vias aéreas superiores e sdo removidas pelo mecanismo de transporte mucociliar, as
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menores que 10 um, especialmente as com diametros menores que 2,5 pum, tém potencial para
serem depositadas nos alveolos e parecem ser as maiores responsaveis pelos efeitos
provocados por esses poluentes (GHIO et al., 2002). Adicionalmente as particulas ultrafinas
podem sofrer translocacdo através do tecido pulmonar nas vias aéreas inferiores sendo
transferidas para nodulos linfaticos no pulmao e para a corrente sanguinea causando danos de

forma sistémica (PETERS et al., 2006).

Devido ao seu impacto negativo na salde e no meio ambiente, as emissdes de
particulas de motores a diesel tem recebido cada vez mais atencao, sendo classificadas como
agentes carcinogénicos do grupo 1 para humanos, tornando-se um contaminante de interesse
primario a nivel global (“IARC, 2012). De acordo com o relatério de monitoramento
ambiental desenvolvido em seis capitais brasileiras, o risco de mortalidade foi estimado em
cerca de 13.000 mortes anuais relacionadas a poluicdo atmosférica (DE MIRANDA et al.,

2012).

Embora existam estudos acerca dos efeitos provocados por estes materiais, tanto na
salde quanto na qualidade de vida, o verdadeiro mecanismo das alteracGes provocadas pela
poluicdo, seja em curto ou longos periodos de exposicdo, continua incerto (CARRE et al.,
2017). Até o momento, sabe-se que as DEP provocam varios efeitos adversos na salde
humana, como cancer de pulméo, asma brénquica e rinite alérgica (JOHNSON; PETTY;
NEAVES, 1981). No entanto, apenas alguns estudos relataram a associa¢do das DEP com o
aumento da incidéncia de disturbios reprodutivos, como a reducdo da espermatogénese e a

qualidade seminal (ABERCROMBIE, 2005; AMANN, 1961).

AlteracOes significativas em parametros biométricos e testiculares foram observadas
em camundongos expostos cronicamente ao material particulado urbano PM2s em ambos 0s

periodos pré e pos- natal (PIRES et al., 2011). Mohallem et al. (2005) demonstraram em
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estudo experimental a vulnerabilidade da saude reprodutiva feminina em exposicdo a
poluentes urbanos com aumento das falhas na implantagdo embrionaria. Além do mais,
Lichtenfels et al. (2007) demonstrou em modelos animais reducdo significativa na razéo
sexual secundaria, indicando que a exposicdo a agentes poluentes podem alterar a proporcao

de espermatozoides X:Y.

Alteracdes testiculares como edema intersticial, degeneracao dos tubulos seminiferos,
descamacéo do epitélio e diminuicdo da contagem de espermatozoides foram descritas apds a
exposicdo ao DE em ratos (YOSHIDA et al., 1999). A exposicdo prolongada ao PMzs em
ratos jovens afetam a estrutura histologica dos tabulos seminiferos reduzindo a producéo

diaria de espermatozoides (YAN et al., 2016).

Diante da incidéncia de distarbios reprodutivos e alteracdes na fertilidade, o presente
estudo teve como objetivo investigar os efeitos da exposicdo conica as DEP de acordo com a
recomendacio de (10 pg/m®) da Organizacdo Mundial de Salde (WHO) para a exposicio
média diaria de PM_s. Portanto, foram examinados parametros biométricos e estereol6gicos
dos testiculos, células germinais e contagens de células germinativas e de Sertoli, frequéncias

de ciclo de epitélio seminifero e, finalmente, a producéo diéria de esperma.

MATERIAL E METODOS
Determinacéo e preparacao das condicdes de exposi¢ao

Este estudo segue a recomendacéo da Organizacdo Mundial de Salde para a exposicéo
média diaria de PM.s de longo prazo, selecionando a concentragio de 10 pg/m® (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006). O material particulado utilizado neste trabalho foi
fornecido pelo Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental da Universidade de S&o

Paulo (LPAE / USP) a partir do estudo da caracterizacdo quimica de particulas da exaustao do
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diesel DEP descritas anteriormente (FORTOUL et al., 2011). Noventa amostras de 1mg de
DEP foram pesadas referindo-se a noventa dias de experimentacdo e em seguida armazenadas
a 4 ° C. Foi adicionado 1 mg diario de DEP a 10 ml de solucdo de NaCl a 0,9% e a suspensdo
foi misturada com vortex durante 10 minutos. Em seguida, 0,4 ml desta suspensdo foi
transportada por micropipetador e adicionada a 3,6 ml de solucdo de NaCl a 0,9%, em copo
micro-nebulizador que foi conectado a um sistema de exposi¢cdo multi-cAmara de corpo
completo para ratos. Dessa forma cada camara de exposicdo recebeu uma dose com a
concentragdo de 10ug/mL DEP suspensas por meio do processo de atomizagdo de solugdo
através de uma pressao de saida na faixa de 5psi; uma vazdo de ar de aproximadamente 8
L/min fornecido por um compressor de poténcia 1/30 HP; produzindo particulas com

didametro aerodindmico na faixa de 0,3 a 0,8 pm.

Animais

Foram utilizados vinte ratos Wistar sexualmente maduros obtidos no departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em sala limpa
com ciclo de luz / escuriddo invertido de 12h em uma temperatura de 24 + 2 ° C e temperatura
controlada por umidade 55 + 5%. Todos os animais foram alojados em gaiolas e tiveram
acesso a alimentos (Labina do Brasil) e 4gua ad libitum. Ambos 0s grupos passaram por um
periodo de aclimatacdo durante duas semanas para reverter a adaptacdo do ciclo da luz. Vinte
ratos foram divididos em 2 grupos como grupo de exposi¢do a particulas de exaustdo do
diesel (GT= 10 ratos) e um grupo controle ndo exposto (GC = 10 ratos). O grupo exposto
passou por um periodo de adaptacdo as camaras do sistema de exposicao por inalacdo do dia

89 aos 104 dias pos-natal. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica do
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Departamento de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA / UFPE n °

23076.012392 / 2011-32).

Sistema de exposicao por inalagdo

Nosso sistema de exposicdo foi projetado para reproduzir a caracteristica de emisséo
de aerossois apresentada por nebulizadores industriais com particulas respiraveis inferiores a
5um, conforme projetado na figura 1. Este dispositivo € composto por trés partes: 1.
Compressor de ar livre de 6leo (PRESSURE-OP 330 linha dental-1HP) calibrado para 5psi a
um caudal de 10L / min; 2. A camara de admissao e distribuicdo de ar comprimido consiste
em um segmento de tubo de cloreto de polivinila branco (PVC) com 100mm de diametro e
25cm de comprimento. Neste foram inseridas dez conexdes de 9/16 polegadas para o oxigénio
dispostos radialmente. Ambas as extremidades dos tubos foram seladas por dois tampdes Cap
brancos pra tubos de PVC a 100mm com anéis de borracha para vedagdo. Na tampa inferior
foi inserida uma conex@ de 9/16 polegadas para oxigénio, na qual a mangueira estava
conectada do compressor de ar. Na tampa superior foram inseridos um mandmetro de 60 psi /
4 Kgf/cm? para medir a pressdo interna da cdmara de admissdo e distribuicdo de ar
comprimido; 3. As camaras exposicdo de acrilico individuais foram concebidas para
acomodar modelos murinos com idade variando de 90 a 180 dias com volume de 10L
estabelecendo um modelo de inalagcdo de corpo completo (FORTOUL et al., 2011). A parte
anterior de cada camara de exposicao foi adaptada com uma mascara nebulizacdo de silicone
para individuos adultos, um copo micro-nebulizador e um tubo de silicone responsavel pela
conex@o com a camara de distribuicdo de ar. Na parte de tras de cada camara foi feito um

orificio protegido com uma tela para ventilacao e dispersdo da umidade.
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Ap0s o final do periodo experimental os animais foram anestesiados, eutanasiados e 0s
testiculos e pulmdes foram retirados, pesados e fixados em Bouin por 24 horas. Ambos 0s
testiculos tiveram suas tunicas albugineas intactas, entdo cortados transversalmente e
transferidos para etanol a 70%. Os fragmentos de testiculos e pulmdes foram rotineiramente
processados e embebidos em parafina. Posteriormente, foram obtidas sec¢des de 5 um de

espessura e coradas com hematoxilina e eosina para analise de microscopia optica.

Avaliacdo da eficiéncia da exposicao

Para verificar a eficiéncia da exposi¢do e confirmar que o material particulado foi
inalado, o pulmé&o dos animais foi analisado qualitativamente em microscopio de luz, afim de

verificar a presenca do material particulado nos alvéolos.

Para avaliar a eficiéncia da exposicdo por inalacdo as particulas da exaustdo do diesel,
seccdes do pulméo de animais expostos foram avaliados de forma qualitativa sob microscopia
de luz para localizacdo de material particulado na arquitetura pulmonar. Considerou-se a
eficacia da exposicdo a observacdo de material particulado nos compartimentos de conducéo
do ar externo, presenca de material particulado nos compartimentos de troca de gases e

material particulado retido no parénquima pulmonar, bem como no interior de celulas.

Avaliagéo dos parametros testiculares
Volume de Componentes de Tecido Testicular

As densidades de volume dos componentes testiculares foram determinadas por meio
da observacdo em microscopia de luz e os dados morfometricos foram obtidos através da

contagem de pontos por alocacdo sistematica aleatoria de um sistema de grade- teste com 441
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pontos de interseccdo acoplada ao tudo da lente ocular do microscopio. Quinze campos sobre
a preparacdo histologica do testiculo foram escolhidos aleatoriamente totalizando 6,615
pontos para cada animal com uma ampliacdo de 400 x. O volume em microlitros de cada
componente do testiculo foi determinado como o produto da densidade volumétrica (%) e do
volume testicular. Para calculos estereoldgicos subsequentes, a densidade especifica do tecido
do testiculo foi considerada como 1,0 (JOHNSON; NEAVES, 1981). O indice
tubulossomatico (ITS) foi calculado dividindo-se o volume de tubulo seminifero pelo peso
corporal e em seguida multiplicado por 100 (AMANN, 1970), enquanto o indice
epiteliossomatico (IES) foi obtido pela divisdo do volume do epitélio seminifero pelo peso

corporal multiplicado por 100 (SIMAN et al., 2017).

Diametros Tubulares, Altura de Epitélio Seminifero e Comprimento total do tdbulo

seminifero

Todas as analises e medicdes foram efetuadas a partir da selecdo aleatoria de tabulos
seminiferos que apresentavam, para cada animal, contornos o mais circular possivel. O
didmetro tubular médio e a altura do epitélio seminifero de trinta tGbulos transversais foram
medidos com uma ampliacdo de 100X, empregando o software Image J para processamento
das imagens (Processamento e Analise de Imagem em Java, v1.45s). A altura do epitélio foi
obtida nos mesmos tubulos utilizados para determinar o didmetro tubular. O didmetro tubular
e a altura do epitélio em cada tubulo foram realizados pela média de duas medidas
diametralmente opostas. O comprimento total do tabulo seminifero (LST) por testiculo e por
grama de testiculo, expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume
ocupado pelos tdbulos seminiferos (STV) dividido pelo quadrado do raio (R?) do tabulo

seminifero multiplicado pelo valor de () (JOHNSON; PETTY; NEAVES, 1981) :
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Contagem de célula germinativa e de Sertoli

Todos os nucleos de celulas germinativas e nucléolos de células de Sertoli presentes
no estagio 1 do ciclo do epitélio seminifero foram contados em 10 secc¢des transversais de
tubulos seminiferos. Essas contagens foram corrigidas para a espessura da se¢do e o nucleo ou
o diametro do nucléolo de acordo com Abercrombie (ABERCROMBIE, 1946), conforme
modificado por Amann (AMANN, 1961), para espermatides arredondadas e células Sertoli,
respectivamente. Para este fim, 10 nucleos ou nucléolos foram medidos para as espermatides
arredondadas e para as células de Sertoli por animal, respectivamente. O indice de células de
sertoli (SCI) foi calculado a partir da razdo entre o nimero corrigido desse tipo celular por
seccao transversal de tabulo seminifero e o numero de corrigido de espermatides arredondas

no estagio 1 do ciclo do epitélio seminifero.

O numero total de células de Sertoli foi determinado a partir das contagens corrigidas
de nucléolos de células de Sertoli por secdo transversal de tabulos seminiferos e do
comprimento total de tubulos seminiferos anteriormente descritos (HOCHEREAU-DE
REVIERS; LINCOLN, 1978). A producdo espermaética diaria (PED), por testiculo e por
grama de testiculo (AMANN, 1970) é o volume do tdbulo seminifero multiplicado pelo
namero corrigido se espermatide arredondada, dividido pela duracdo do ciclo multiplicado
pelo area da seccdo transversal e multiplicada pela espessura do corte. (HOCHEREAU-DE

REVIERS; LINCOLN, 1978)

Relagdes celulares

A eficiéncias do processo espermatogénico e das celulas de Sertoli nos animais

tratados e controle, foram estimadas a partir das razes entre os nimeros corrigidos de células
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da linhagem espermatogénica e o numero de células de Sertoli no estadio | do ciclo do

epitélio seminifero.

As seguintes razbes foram utilizadas: coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais =
preleptéteno/espermatogbnias; rendimento geral da espermatogénese =Espermatide
arredondada/espermatogonias; indice meiotico=espermatide arredondada/espermatocitos
primarios em paquiteno; indice de célula de Sertoli = espermatide arredondada/Sertoli;
capacidade total de suporte da célula de Sertoli = espermatogbnias + espermatocitos em

preleptdteno e paquiteno + espermatide arredondada/ Sertoli.

Frequéncias das fases do ciclo do epitélio seminifero

As fases do ciclo foram caracterizadas com base na forma e localizacdo dos nucleos de
espermatides, presenca de divisdes meidticas e composicao geral do epitélio seminifero (DC.,
1995; JOHNSON; NEAVES, 1981). Este método fornece 8 estadios do ciclo do epitélio
seminifero. As frequéncias relativas do estagio foram determinadas a partir da analise de 400
seccOes transversal de tdbulos seminiferos por animal com uma ampliacdo de 400X. Ambos
testiculos foram analisados para cada animal. As se¢des histoldgicas utilizadas foram aquelas

que apresentaram os melhores perfis em cortes transversais e melhor qualidade tubular

Analise estatistica

De acordo com a normalidade da distribuicdo dos dados utilizou-se um teste
paramétrico ou ndo paramétrico. Uma vez que a distribuicdo do conjunto de dados era
considerada normal, o teste t- Student foi empregado, enquanto que nos casos em que 0 pré-
requisito de normalidade ndo era atendida optou-se pela utilizacdo do teste ndo paramétrico

Mann-Whitney (Teste U). Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padréo
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(SD). O nivel de significancia considerado foi p <0,05. Utilizou-se o software SigmaStat

Overview 3.1 para Windows.

RESULTADOS

A avaliacdo qualitativa do pulméo dos animais confirmou a presenca do material
particulado nos alvéolos. Diversas regides do intersticio apresentaram aglomerados de
material de natureza particulada, bem como, presenca de macrdfagos alveolares e leucdcitos.
Macrofagos alveolares e intersticiais foram observados em associacdo com aglomerados de

material de natureza particulada, tanto no intersticio quanto nos espacos alveolares (Figura 1).

Animais que foram expostos as DEP por meio de inalacdo apresentaram menor peso

corporal e testicular guando comparados aos animais controle.

O IGS, que determina o percentual de massa corporea alocada no testiculo, ndo foi
alterado pela inalacdo de DEP disperso em sistema de exposi¢éo de corpo completo por meio

do processo de atomizagdo de liquidos.

Quanto a histomorfometria testicular, ndo houve diferenca no didmetro dos tubulos
seminiferos, entretanto o diametro de lume aumentou e consequentemente foi observado uma

reducdo da altura do epitélio seminifero.

N&o foram observadas alteragdes no indice epiteliossomatico entre 0s grupos
experimentais. Ja a area do lume tubular aumentou, enquanto a area de epitelio seminifero no
grupo exposto as DEP foi significativamente inferior. Também ndo foram observadas

alteracdes significativas na area do tabulo seminifero.
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Ao estabelecer a relacdo tubulo epitélio (RTE) foi observado que o grupo GT
apresentou um aumento dessa relacdo, confirmando a reducéo da parte funcional do tabulo, o

epitélio seminifero.

A proporcdo volumétrica dos componentes do parénquima testicular descritas em
percentagem mostram que nao houve alteracfes significativas referentes aos compartimentos
tubular e intertubular, enquanto o volume do tabulo seminifero reduziu e o volume do espaco
intertubular ndo foi alterado. Além do mais o indice tubulossomatico (ITS) ndo foi alterado
nos dois grupos experimentais. Nos animais avaliados no presente estudo que foram expostos
as DEP ocorreu reducdo no comprimento total dos tabulos seminiferos quando avaliado por

testiculo e por grama de testiculo (Tabela 1).

O diametro nuclear de espermatdcitos primarios em paquiteno e em pré leptéteno nao
foram alterados pela exposicdo as (DEP), no entanto o diametro das espermatides
arredondadas aumentou e o diametro do nucléolo da célula Sertoli reduziu (Tabela 2). O
namero corrigido de espermatogénias, espermatdcitos primarios em pré leptéteno e paquiteno
ndo alteraram. J& Os numeros celulares corrigidos de espermatides arredondadas aumentaram,

enquanto os numeros corrigidos de células Sertoli reduziram.

O indice de célula de Sertoli e a capacidade de suporte se mantiveram. O indice
mitotico ndo se alterou, ao passo que o indice meidtico teve reducgéo significativa no GT. Ja a
populacéo estima de células de Sertoli quando calculada por testiculo e por grama de testiculo

mostrou-se reduzida.

Na figura 2 séo apresentados os resultados da quantificacdo dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero para os dois grupos avaliados no presente estudo. Foi constatada a
alteracdo na frequéncia dos estadios 2 e 6 que tiveram um aumento a0 mesmo tempo que 0s

estadios 3 e 5 tiveram sua frequéncia reduzida.
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A alteracdo dos parametros citados anteriormente acrescida das avaliacbes
morfométricas quantitativas do processo espermatogénico resultam em um aumento na
producdo espermatica diaria em animais expostos as PED quando avaliados por grama de
testiculo e apresentaram uma reducdo significativa da producdo espermatica diaria quando

avaliada por testiculo (Tabela 3).

DISCUSSAO

O tratamento com DEP reduziu o peso testicular sendo essa reducdo reflexo da
reducdo do comprimento de tabulo seminifero assim como a reducdo do volume tubular
reflete a reducdo do ITS. O peso do testiculo geralmente estabelece a normalidade do
testiculo, alteracbes no peso e volume induzidas experimentalmente estdo associadas ao
comprometimento dos compartimentos testiculares tubular e intersticial, possibilitando
alteracBes e potenciais efeitos da producdo de espermatozoides (FRANCA, L. R. AND

RUSSELL, 1998).

Diminuicéo no peso do testiculo reflete perda de células germinativas e diminuicéo da
producdo de fluidos (LANNING et al., 2002). A secrecdo reduzida e a contracdo tubular séo
efeitos observadas de agentes toxicoldgicos sobre o testiculo. Em muitos casos, esta é uma
consequéncia secundéria da perda de células germinativas, mas em outras parece ser um
evento inicial e provavelmente representa disturbios na funcéo das celulas de Sertoli. Uma
vez que a secrecdo € uma funcdo dependente de androgenos, 0s compostos que causam
redugdes significativas nos niveis testiculares de testosterona reduzirdo a secre¢do de fluido

tubular e o didmetro tubular como efeito secundario (CREASY, 2001).
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O IME reduziu devido a redugdo do nimero de espermatides arredondadas. Embora
tenha ocorrido reducdo no numero de células de Sertoli a capacidade de suporte dessa célula e

consequentemente rendimento da espermatogénese foram mantidas.

Exposicao pré-natal, tanto em baixa 0,17 mg / m3 quanto em alta dose de 1,17 mg / m®
provocam reducdo na PDE devido a um numero insuficiente de células de Sertoli em ratos
maduros, pode-se especular que o menor nimero de células de Sertoli detectadas em 0s ratos
maduros sdo uma consequéncia da diferenciacdo inadequada de células de Sertoli durante o

periodo fetal (KUBO-IRIE et al., 2011).

Distarbios em outros componentes do sistema reprodutor masculino sdo observados

em estudos que expuseram animais em fase de vida.

Watanabe (2005) mostraram que a exposicdo realizada a partir do 7 dia de gestacdo
em dose baixas 0,17 mg / m®, e alta 1,71 mg / m® provoca reducio da populacdo PED de da
populacdo de células de Sertoli em ratos 96 dias ap0s 0 nascimento. De acordo com Kubo-Irie
et al. (2011) a exposicao fetal de modelos murinos a baixa concentracdo de DEP na dose de
0,17 mg / m3 apresentou degeneracdo de tlbulos seminiferos e reducdo da populagdo de

células de Sertoli, embora ndo haja variagao na producdo diaria de esperma.

A exposicdo pré e pos-gestacional ao MP2s ambiental mostrou que ndo houve
mudanca notavel na populacdo celular de células de Leydig, ceélulas de Sertoli,
espermatogonia, espermatocimetes ou esperméfitas redondas observadas entre 0s grupos
experimentais. Ndo foram observadas alteracdes significativas na proliferacdo de células

germinativas ou na freqiiéncia de estagios espermatogénicos (PIRES et al., 2011).

De acordo com Creasy (1997) dependendo da concentragdo dos agentes toxicologicos,
as células de Sertoli apresentam em primeira ordem disfungdes de caracteristicas bioquimicas

antes de qualquer evidéncia de morte celular. Assim, muitas irregularidades da
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espermatogénese devido a interferéncia de blogueadores enddcrinos podem refletir mudancas
na funcdo da populacdo de células de Sertoli e ndo necessariamente por patologia nas proprias

células germinativas (SIKKA; WANG, 2008).

A reducdo no diametro das espermatides arredondadas do diametro de Celulas de
Sertoli podem indicar morte celular, embora néo tenha sido realizada analise especifica, sabe-
se que a morte celular pode acontecer dentro de minutos ou depois de véarias horas podendo
ocorrer pelas vias da necrose e da apoptose. A morte por necrose ocorre apds danos severos e
descontrolados em varias estruturas celulares, causando a perda do controle homeostatico, o
aumento do volume celular, a interrupcdo da funcdo mitocondrial e o rompimento da
membrana celular. Na morte por apoptose ha diminuicdo do volume celular com a
condensacdo nuclear e do citoplasma, causando a perda da aderéncia com a matriz
extracelular e com as células vizinhas (MCCONKEY, 1998; WILLIAMS; SMITH, 1993). Os
mecanismos de morte celular ndo sdo totalmente independentes, podendo haver maultiplos

mecanismos que atuem simultaneamente (ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010).

Essa possivel morte celular, justificaria a perda de células germinativas e
consequentemente a reducdo na producdo espermatica. Refletindo nas patologias visualizadas

no grupo tratado, como descamacao de epitélio, vactolos e células no limen.

Os animais expostos ao DEP apresentaram alteracdo da frequéncia de estadio,
podendo ser também reflexo da desorganizacdo epitelial e perda celular, podendo ser

reestabelecida caso ocorra reorganizacao celular (HESS et al., 1988).

Embora o processo de dispersao tenha sido feito por nebulizagdo com sistema de ar
comprimido livre de 0Oleo, a analise da fracdo gasosa torna-se importante, pois durante o
processo de solucéo de atomizacao e dispersdo as particulas podem ter possiveis reagdes com

o0 ar gerado. Além disso, as particulas usadas foram extraidas diretamente do cano de escape
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do 6nibus e, portanto, ndo apresentaram contato com o ar atmosférico. No entanto, o sistema
de exposicdo funciona produzindo aerossois contendo DEP com diametro aerodindmico e
dispersdo semelhante ao processo de escape do automovel. Estas caracteristicas do sistema de
exposicdo sdo semelhantes ao processo de inalacdo e particulas de deposicdo em alvéolos

pulmonares.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram fortes evidéncias de que a exposi¢do ao material
particulado pode desencadear mudancas importantes na morfometria e estereologia de ratos
adultos, causando efeitos adversos nos dados biométricos de testiculos, compartimentos
tubulares e parametros somaticos testiculares, células germinativas e célula de Sertoli,

comprometendo a producédo de espermatozoides.



Tabela 1. Dados biométricos e morfométricos em ratos Wistar adultos
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GT

PARAMETROS GC

Peso corporal (g) 423.43 + 22.50
Peso testicular(g) 1.81 +0.08
Volume Testicular (ml) 3.62+0.17
indice Gonadossomatico (%) 0.86 £ 0.05

Densidade volumétrica do parénquima testicular (%)

Tubulo Seminifero (%) 92.02+0.76
Intertdbulo (%) 19.86 + 29.23
Diametro Tubular (um) 281.66 + 14.62
Volume do Intertabulo (ml) 0.71+£1.05
Volume Tubular (ml) 3.34+£0.16
Altura do Epitélio seminifero (um) 94.53+2.76
Diametro do Lume Tubular (um) 97.50 +10.31
Comprimento total do tlbulo por testiculo (m) 51.88 +4.37
Comprimento de Tubulo por Grama de testiculo (m) 14.29 + 0.65

397.43 £ 19.68*
1.65+0.11~*
331+0.23*

0.83+0.03

91.05+0.91
20.68 * 28.58
283.80 +5.61

0.73 + 096
151+0.10*

89.41 +3.58 *

104.99 +8.18 *
23.87 + 2.52*
7.21+0.33*

Os resultados sdo expressos como média + DP. G-DEP = Grupos expostos a particulas da
exaustdo do diesel (DEP = 10 pg). * P <0,05 em comparagdo com o grupo controle (teste t de
estudante). C Valores correspondentes a média do peso do testiculo direito e esquerdo.

Tabela 2. Didmetro nuclear médio das células germinativas e nucleolar de célula

de Sertoli de ratos Wistar adultos.

TIPO CELULAR GC(um) GT(um)
Espermatdcito Pré-leptdteno /Leptdteno 10.53 £ 0.58 10.94 £0.83
Espermatdcito | em Paquiteno 16.04 £1.48 15.16 £ 1.77
Espermatide arredondada 12.16 £ 0.53 13.48 +0.83 *
Célula de Sertoli 2.20+£0.10 205+0.11*

Os resultados sdo expressos como média + DP. G-DEP = Grupos expostos a particulas da
exaustdo do diesel (DEP = 10 pg). Os asteriscos indicam uma diferenca significativa (P<0,05)

entre os grupos G-DEP e GC usando teste t de Student.
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Tabela 3. Contagens de células e razdes celulares por sec¢fes transversais de tubulos
seminiferos em ratos Wistar adultos

PARAMETROS GC GT
Espermatogonias 5.09 £ 0.83 441+0.44
Espermatocitos Leptoteno/Pré-leptoteno 55.71 £ 4.20 53.07 £ 3.05
Espermatdcitos em Paquiteno 68.37 £ 4.51 66.48 £ 2.63
Espermatide Alongada 142.30 + 14.12 141.24 +12.75
N° C de Espermétide arredondada 50.30 + 6.34 56,53 £5.63 *
N° C de Célula de Sertoli 12.96 £1.24 11.19+0.90 *
indice de Célula de Sertoli 3.90+0.61 3.90+0,30
N° de Sertoli por Testiculo (10°) 6.46 + 1.22 2.68+2.36*
N° de Sertoli por grama de testiculo (10°) 1.77£2.85 8.14 +6.58 *
PDE por Testiculo (107) 6.29+2.3 247+05*
PDE/ por grama de testiculo (107) 1.72+05 743+04* Os

resu
Itados sdo expressos como média + DP. G-DEP = Grupos expostos a particulas da exaustdo
do diesel (DEP = 10 ng). Diferenca nao estatisticamente significativa (P> 0,05).

30 -
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= L
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1 2 3 4 5 6 7 3
Estadios do ciclo do epitélio seminifero

Figura 2: Frequéncia de estadios do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar adultos do
grupo exposto as DEP GT, submetido a exposi¢do de 10 pug/mL de particulas da exaustdo do
diesel em solucéo fisiologica de NaCl (4mL) diariamente por 90 dias. Resultados expressos
em Média £ Desvio Padrdo. GT= grupo exposto a inalagdo de particulas da exaustao do diesel
(DEP=10pg); GC = grupo nao exposto as de particulas da exaustdo do diesel (DEP=10ug).
*Médias diferem entre si pelo teste t de Student.
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Figura 1. Fotomicrografia do parénquima pulmonar de rato Wistar adulto do grupo exposto
as DEP GT, submetido a exposi¢do de 10 pg de particulas da exaustdo do diesel em solucéo
fisiologica de NaCl (4mL) diariamente por 90 dias. Coloracdo HE. Barra=1lum. A.
Macrofagos intra-alveolares (M); B. DEP presente no intersticio do paréngquima pulmonar; C.
DEP presente no interior dos alvéolos pulmonares; D. Macrdfagos intersticiais (M)

apresentando material particulado fagocitado.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir:

e Apesar de ndo afetar o peso corporal, os animais expostos as PED ndo apresentaram
alteracOes de peso corporal, porém apresentam alteracdes no peso e volume testicular
assim como no indice gonadossomatico;

e As PED séo capazes de alterar a densidade volumétrica dos compartimentos do testiculo
além do volume e didmetro tubular, altura do epitélio e limen dos tubulos seminiferos;

e N&o houve alteracdo no comprimento do tabulo seminifero por testiculo, porém o
comprimento do mesmo por grama de testiculo aumentou nos animais expostos como
resultado da diminuicdo do volume testicular;

e Exposicbes de ratos Wistar as PED na idade adulta ndo apresentam alteracdes na
producdo espermatica didria nem na capacidade suporte das células de Sertoli;

e A exposicdo as PED durante a idade adulta por periodo prolongado com exposicao
diaria curta ndo afetou a populacédo de células germinativas, a populacdo de células de
Sertoli por seccéo transversal de tabulo seminifero, a producdo espermatica diaria e nem
a capacidade suporte das células de Sertoli;

e A possivel interferéncia hormonal das PED alterou o didmetro médio das espermatides
arredondadas e o diametro nucleolar médio das células de Sertoli que sdo androgeno-
dependentes.

e As PED afetaram os estadios 2,3,5,e 6 do ciclo do epitélio seminifero que séo
dependentes de nivel adequados de testosterona.

e As PED mesmo em niveis aceitaveis sdo capazes de afetar o sistema reprodutor de ratos

machos adultos durante periodo prolongado de exposicao.
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6 PERSPECTIVAS

Ampliar area do estudo, incluindo:

e Estudo do efeito individual dos componentes organicos e inorganicos na

espermatogénese.
e Estudo da interferéncia hormonal de cada componente individual das PED.

e Estudo hitomorfométrico e ultra-estrutural das células de Leydig e células de Sertoli.
e Estudos de reversibilidade e recomposicdo apds exposicéo a PED.
e Estudo epidemiolégico dos efeitos da poluicdo atmosférica nas taxas de mortalidade na

regido metropolitana do Recife.
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